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RESUMEN  
El uso de implantes dentales ha supuesto uno de los avances más importantes en 
la práctica odontológica. A pesar de ello, no están exentos de problemas. Uno de 
los principales factores de riesgo es la aparición de infecciones bacterianas en el 
tejido periimplantario que conduzcan a la pérdida del implante. Por ello, se busca 
minimizar la formación de biofilms bacterianos mediante recubrimientos 
antifouling.  
En este proyecto se han estudiado y realizado tratamientos antifouling de 
polietilenglicol (PEG) de la superficie de titanio de implantes dentales mediante 
polimerización por plasma, electrodeposición y silanización. Cada tratamiento 
permite la unión del polímero PEG a la superficie del implante dental con diferentes 
características. Además, se ha demostrado la capacidad de funcionalizar dichos 
recubrimientos utilizando el péptido RGD. 
Se ha procedido a la caracterización físico-química y biológica de los 
recubrimientos obtenidos. Para ello, se han determinado la humectabilidad, la 
rugosidad y la composición química superficial de los mismos, así como su 
comportamiento frente a la adsorción de proteínas, la adhesión celular y la 
adhesión de cepas bacterianas presentes en el biofilm bucal. También se ha 
realizado un ensayo de citotoxicidad celular para comprobar su biocompatibilidad. 
Finalmente, se ha determinado el tratamiento que presenta las mejores 
características, considerando el procesado aplicado y los resultados obtenidos. 
RESUM  
L'ús d'implants dentals ha suposat un dels avenços més importants en la pràctica 
odontològica. Tot i això, no estan exempts de problemes. Un dels principals factors 
de risc és l'aparició d'infeccions bacterianes en el teixit periimplantari que 
condueixin a la pèrdua de l'implant. Per això, es busca minimitzar la formació de 
biofilms bacterians mitjançant recobriments antifouling. 
En aquest projecte s'han estudiat i realitzat tractaments antifouling de 
polietilenglicol (PEG) de la superfície de titani d'implants dentals mitjançant 
polimerització per plasma, electrodeposició i silanización. Cada tractament permet 
la unió del polímer PEG a la superfície de l'implant dental amb diferents 
característiques. A més, s'ha demostrat la capacitat de funcionalitzar aquests 
recobriments utilitzant el pèptid RGD. 
S'ha procedit a la caracterització fisicoquímica i biològica dels recobriments 
obtinguts. Per a això, s'han determinat la humectabilitat, la rugositat i la 
composició química superficial dels mateixos, així com el seu comportament 
enfront de l'adsorció de proteïnes, a l'adhesió cel·lular i l'adhesió de soques 
bacterianes presents al biofilm bucal. També s'ha realitzat un assaig de 
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citotoxicitat cel·lular per determinar la seva biocompatibilitat. Finalment, s'ha 
determinat el tractament que presenta les millors característiques, considerant el 
processat aplicat i els resultats obtinguts. 
ABSTRACT 
The use of dental implants has been one of the most important advances in 
dentistry. However, they still have some problems. One of the main risk factors is 
the appearance of bacterial infections in the tissue surrounding that could lead to 
implant loss. Therefore, the objective is to minimize the formation of bacterial 
biofilms by antifouling coatings. 
This project studied and performed antifouling treatments of polyethylene glycol 
(PEG) on the surface of titanium dental implants by plasma polymerization, 
electrodeposition and silanization. Each treatment allows the attachment of the 
PEG polymer to the surface of the dental implant with different characteristics. 
Furthermore, the ability to functionalize the coatings using the RGD peptide was 
demonstrated. 
The physico-chemical and biological characterization of the coatings obtained was 
performed. With this purpose, wettability, surface roughness and chemical 
composition were determined, as well as its reaction to protein adsorption, cell 
adhesion and the adhesion of bacterial strains present in oral biofilm. A cell 
cytotoxicity assay was performed to test their biocompatibility. Finally, the best 
treatment was determined, considering the processing applied and the results 
obtained.  
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CAPÍTULO 1: 
INTRODUCCIÓN 
Los implantes dentales pueden verse afectados por diferentes causas. Una de ellas 
es la infección bacteriana, la cual puede provocar el fallo del implante y la 
necesidad de ser remplazado.  
En este proyecto se busca reducir la adhesión bacteriana, causante de dichas 
infecciones, mediante recubrimientos poliméricos con propiedades antifouling. 
Para ello se utilizan las técnicas de polimerización por plasma, silanización y 
electrodeposición.  
Para intentar reducir el efecto que producen las propiedades antifouling sobre las 
células, se funcionalizan los recubrimientos mediante el péptido RGD.   
  
1.1. Objetivos 
Los objetivos de este proyecto son: 
1. Estudio y realización de recubrimientos de Polietilenglicol sobre superficies de 
titanio comercialmente puro, utilizando las técnicas de polimerización por 
plasma, silanización y electrodeposición. 
2. Funcionalización de los recubrimientos mediante la fisisorción del péptido RGD. 
3. Caracterización físico-química y biológica de los recubrimientos poliméricos. 
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1.2. Alcance del proyecto 
Este proyecto se puede considerar como parte de un estudio más amplio que tiene 
como objetivo principal el desarrollo de un implante dental con unas propiedades 
avanzadas. Para ello, se intentará discernir cuál de las tres técnicas aplicadas 
permite la obtención de unos resultados más óptimos.  
El presente proyecto está distribuido de la siguiente manera: 
 Fundamentos teóricos: explicaciones y conceptos necesarios para el 
entendimiento de los procesos realizados.  
 Materiales y métodos: explicación detallada de los de los materiales y 
métodos utilizados.  
 Resultados y discusión: se especifican los resultados obtenidos y se realiza 
su discusión y explicación.  
 Conclusiones: presentación de conclusiones generales extraídas a partir de 
los resultados obtenidos.  
 Bibliografía: artículos científicos, libros, webs, etc. utilizados y consultados 
como referencia para la realización de ésta memoria.  
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CAPÍTULO 2:          
FUNDAMENTOS 
TEÓRICOS 
2.1. Biomateriales 
En la actualidad, podemos observar un gran número de implantes debido al 
descubrimiento de nuevos materiales que permiten reemplazar partes del 
organismo que se han visto afectadas por un accidente o por una enfermedad. 
Dichos materiales son conocidos como biomateriales. 
Una definición de biomaterial es: 
Material diseñado para interaccionar con sistemas biológicos para evaluar, tratar, 
aumentar o sustituir cualquier tejido, órgano o función del cuerpo (Hollinger 2011).  
2.1.1. Biocompatibilidad 
Una propiedad fundamental de los biomateriales es la biocompatibilidad, siendo 
ésta la habilidad de un material de ser utilizado en una aplicación específica con 
una respuesta apropiada del huésped (I European Society for Biomaterials 
Consensus Conference. Williams, 1987). Algunos ejemplos de respuesta apropiada 
son: la resistencia a la colonización bacteriana para evitar infecciones y no ser 
trombogénico, es decir, que no promueva la formación de coágulos de sangre. 
Existen tres tipos de respuestas biocompatibles (Cano et al. 2007): 
 Inerte: los materiales bioinertes son aceptados por el cuerpo y pueden 
resistir largos periodos de tiempo en un entorno altamente corrosivo de 
fluidos corporales, sin cambios notables. Se suelen emplear para implantes 
permanentes, cirugía maxilofacial y craneal.  
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Ejemplos: materiales metálicos como el titanio y cromo-cobalto y sus 
aleaciones y materiales cerámicos basados en alúmina (óxido de 
aluminio), zirconia (óxido de zirconio) y óxido de magnesio. 
 Reabsorbible: los materiales bioreabsorbibles o biodegradables, están 
diseñados para degradarse gradualmente y ser reemplazados por el tejido 
huésped. Se emplean en suturas reabsorbibles o en reconstrucciones óseas 
como material de relleno en cirugía maxilofacial y ortopédica.  
Ejemplos: diferentes polímeros como el PGA y el PLA o cerámicas como 
la hidroxiapatita porosa, el fosfato tricálcico y el cemento de 
hidroxiapatita. 
 Bioactiva: los materiales bioactivos son los que reaccionan químicamente 
con los fluidos corporales formando un fuerte enlace interfacial implante-
tejido huésped. Se utilizan para implantes dentales y prótesis ortopédicas.  
Ejemplos: hidroxiapatita de alta densidad, compuestos de 
titanio/hidroxiapatita, vidrios bioactivos o algunas cerámicas vítreas.    
2.2. Titanio como biomaterial 
El titanio es el biomaterial más utilizado para los implantes dentales debido a su 
excelente biocompatibilidad, siendo éste un material bioinerte; a su alta resistencia 
a la corrosión; y a su elevada resistencia a las cargas oclusales producidas durante 
la masticación.  
Concretamente se utiliza titanio comercialmente puro (Ti cp). El titanio cp puede 
presentar cuatro grados de pureza según su contenido en intersticiales.  
Tabla 1. Clasificación del titanio comercialmente puro (ISO 5832-2). 
Composición (%Peso)  
 N C O Fe H Ti 
Grado 1 0,03 0,10 0,18 0,20 0,0125 Bal. 
Grado 2 0,03 0,10 0,25 0,30 0,0125 Bal. 
Grado 3 0,05 0,10 0,35 0,30 0,0125 Bal. 
Grado 4 0,05 0,10 0,40 0,50 0,0125 Bal. 
2.2.1. Propiedades físicas 
El titanio es un material alotrópico, es decir, puede tener más de una estructura 
cristalina. A temperatura ambiente, el titanio puro presenta una estructura 
cristalina hexagonal compacta (HCP), llamada fase α. Por encima de los 882ºC, 
dicha estructura cristalina se convierte en una estructura cúbica centrada en el 
cuerpo (BCC), llamada fase β.  
Posee un elevado punto de fusión (1670ºC), una baja capacidad térmica y unos 
bajos coeficientes de conductividad térmica y eléctrica.  
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2.2.2. Propiedades químicas 
El titanio es un elemento de transición, con una estructura electrónica: 
1s2,2s2,2p6,3s2,3p6,3d2,4s2 
 
Figura 1. Configuración electrónica del titanio. (PW_EST) 
Esta estructura es característica de este grupo de elementos, ya que presentan su 
capa d incompleta. 
La gran reactividad del titanio con el oxígeno origina la rápida formación de una 
fina capa superficial de óxido impermeable y protectora, aportando así una alta 
resistencia a la corrosión.  
En general, la reactividad química de titanio no da lugar a productos tóxicos, lo 
cual lo convierte en uno de los metales más utilizados en implantología. 
2.2.3. Propiedades mecánicas 
Las propiedades mecánicas del titanio dependen de su pureza. Posee una 
resistencia mecánica baja, pero puede endurecerse por solución sólida, por 
deformación (acritud) o por tratamiento térmico.  
Además, las propiedades mecánicas del titanio son más similares a las del hueso 
cortical en comparación con los aceros inoxidables, utilizados anteriormente para 
la realización de implantes dentales (Aparicio et al. 2001).  
Tabla 2. Comparativa propiedades mecánicas del hueso respecto a 
biomateriales utilizados en implantología.   
 Hueso cortical Titanio grado 2 Acero AISI 316L 
Módulo de Young 
(GPa) 
20 107 210 
Resistencia 
máxima (MPa) 
133 275 860 
Elongación (%) 3 20 12 
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2.3. Implantes dentales 
Un implante dental es un producto sanitario destinado a remplazar una pieza 
dental perdida, concretamente su raíz. Los dientes naturales están constituidos 
por la corona, parte visible que está recubierta con esmalte blanco, y la raíz, la 
cual se extiende dentro del hueso maxilar y mandibular.  
 
Figura 2. Comparativa entre la estructura de un diente natural y un 
implante dental. (PW_WEB) 
Existen dos categorías básicas de implantes, los subperiósticos que se colocan 
entre el hueso alveolar y la encía, y los endoóseos que se introducen en el interior 
de dicho hueso. El uso de implantes permite conservar una mayor cantidad de 
hueso alveolar ya que éste se reabsorbe al no recibir ningún tipo de estímulo 
mecánico. 
En este proyecto nos centraremos en los implantes endoóseos, siendo éstos los 
más utilizados actualmente.  
2.3.1. Implantes endoóseos 
Habitualmente, los implantes endoóseos tienen forma roscada y están fabricados 
con materiales biocompatibles para no producir reacciones de rechazo y permitir 
su unión al hueso. Los implantes endóseos poseen unas dimensiones de entre 3-
5mm de diámetro y entre 7-20mm de largo, respondiendo así a diferentes 
condiciones anatómicas y clínicas. Su superficie puede presentar diferentes 
texturas y recubrimientos, con la finalidad de mejorar la osteointegración.  
En éstos implantes pueden distinguirse tres partes (Figura 3):  
 Cuerpo: se inserta directamente en el hueso. 
 Pilar: permite prolongar el cuerpo del implante sobre los tejidos blandos. 
 Conexión protética: porción del implante que sostiene la prótesis. 
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Figura 3. Partes de un implante dental. Adaptado de (PW_INS)  
2.4. Enfermedades periodontales 
2.4.1. Periodonto 
El periodonto es el conjunto de tejidos que rodean, sostienen y protegen los 
dientes. Éste está compuesto por: la encía, el cemento radicular, el ligamento 
periodontal, el hueso alveolar y la unión dentogingival (Figura 4).  
 
Figura 4. Estructura del periodonto. (PW_DEN) 
Según su función el periodonto se dividen en: 
 Periodonto de inserción: es el encargado de mantener el diente en su alvéolo 
dentario. Está compuesto por: 
a. El cemento radicular: tejido conectivo mineralizado más externo de 
la superficie radicular que pose características similares a las del 
hueso como la composición química y la dureza. En él se insertan uno 
de los extremos de las fibras del ligamento periodontal, anclándolo al 
hueso alveolar. Tiene una gran capacidad de regeneración debido a 
la presencia de células ubicadas en el ligamento periodontal, que lo 
regeneran o lo modifican cuando es necesario. 
b. El ligamento periodontal: tejido conectivo fibroso que une el diente al 
hueso alveolar. Sus funciones son las de mantener el diente 
suspendido en el alveolo, soportar y resistir las fuerzas de 
masticación y actuar como receptor sensorial. 
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c. El hueso alveolar: hueso de los maxilares que rodea y contiene los 
alveolos dentarios, en los que se mantienen las raíces de los dientes. 
 Periodonto de protección: es el encargado de proteger al periodonto de 
inserción. Está compuesto por: 
a. La encía: parte de la mucosa bucal masticatoria que recubre los 
rebordes alveolares y rodea el cuello de los dientes, a los cuales se 
adhiere mediante la unión dentogingival. 
b. La unión dentogingival: une la encía al diente y está formada por:  
i. Epitelio del surco: tapiza el surco gingival y es de tipo plano no 
queratinizado. Actúa como una membrana semipermeable 
entre el tejido conectivo subyacente y el surco gingival. 
ii. Epitelio de unión: une a la encía con el diente a través de una 
membrana basal. Su función esencial es la protección biológica 
ya que sella el periodonto de inserción, protegiéndolo. 
Una de las enfermedades que puede sufrir el periodonto es la periodontitis. Su 
equivalente en los tejidos que rodean a un implante dental se llama periimplantitis. 
Ésta provoca una destrucción del tejido óseo de soporte del implante, produciendo 
la posible pérdida de éste.  
2.4.2. Periimplantitis 
La periimplantitis es un proceso inflamatorio que afecta a los tejidos que rodean 
un implante osteointegrado en función y que produce una pérdida del soporte óseo 
(Quinteros et al. 2000). Dicha enfermedad puede ser provocada por infecciones 
causadas por una combinación de especies bacterianas que desbordan la 
capacidad de resistencia de los tejidos. En la periimplantitis existen factores de 
riesgo identificables como son la flora bacteriana, el estado periodontal del 
paciente, el diseño del implante, así como factores ambientales (higiene oral, 
tabaco) y la presencia de enfermedades sistémicas (Echeverría 2003).  
 
Figura 5. Efecto de la periimplantitis en un implante dental. Adaptado 
de (PW_MIC) 
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Los biofilms bacterianos orales son uno de los factores más importantes en la 
patogénesis de las enfermedades periimplantarias, como es la periimplantitis. 
2.5. Biofilm bacteriano 
Un biofilm es un ecosistema microbiano organizado, conformado por uno o varios 
microorganismos asociados a una superficie viva o inerte, con características 
funcionales y estructuras complejas.  
Los implantes de titanio son susceptibles a infecciones debido a la formación de 
estos biofilms en su superficie y a la capacidad inmune comprometida en la 
interfase implante-tejido.  
Bajo condiciones fisiológicas, se forma una capa proteica en la superficie del 
titanio, provocando que dicha superficie sea un lugar adecuado para la colonización 
bacteriana y la posterior formación del biofilm.  
La formación de un biofilm no es aleatoria, sino que sigue una sucesión específica 
(Clemans et al.2003): 
4. Colonización: Las bacterias entran en contacto con la superficie del implante y 
se adhieren en función de las propiedades químicas y topográficas de la 
muestra.  
5. Crecimiento: Se produce una proliferación debido a que se añaden 
microorganismos adicionales, sucesivamente, lo que aumenta su diversidad y 
a la división de las bacterias ya adheridas.  
6. Formación del biofilm: Se desarrolla una matriz extracelular, que forma un 
biofilm maduro con un metabolismo propio que permite la ruptura del biofilm y 
la liberación de bacterias a otra parte de la superficie del implante. 
 
Figura 6. Etapas de la formación de un biofilm. (PW_HYP) 
Cristina Calvo Muñoz  
 - 18 - 
Una de las mejores maneras para abordar esta problemática es aplicar 
tratamientos superficiales que reduzcan o eviten la adhesión bacteriana, ya que 
una vez formado el biofilm, las bacterias quedan protegidas resistiendo a los 
tratamientos antibióticos.   
2.5.1. Bacterias implicadas 
En este proyecto se estudian dos cepas bacterianas comunes en la flora bucal, los 
Streptococcus Sanguinis (SS) que son colonizadores primarios y los Lactobacillus 
Salivarius (LS) que son colonizadores secundarios.  
Streptococcus Sanguinis 
Es una de las primeras cepas bacterianas que se instala en superficies dentarias 
no colonizadas. Estas bacterias promueven la agregación bacteriana debido a los 
receptores polisacáridos que poseen en su superficie. 
 
 Figura 7. Streptococcus Sanguinis. (PW_SCU) 
Lactobacillus salivarius  
Los Lactobacillus Salivarius son bacterias colonizadoras secundarias que 
estabilizan el ecosistema del biofilm bacteriano.   
 
Figura 8. Lactobacillus salivarius. (PW_MRS) 
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2.6. Recubrimientos antifouling 
Las superficies antifouling son aquellas que poseen la propiedad de ser resistentes 
a la adsorción de proteínas y/o a la adhesión celular. Por este motivo, los 
recubrimientos antifouling son utilizados para prevenir la formación de biofilms 
bacterianos, ya que las bacterias se adhieren a la superficie de los biomateriales a 
través de una capa de biomoléculas (normalmente proteínas). 
2.7. Tratamientos de recubrimiento 
2.7.1. Activación y polimerización por plasma 
Fundamentos del plasma  
El plasma constituye el cuarto estado de agregación de la materia, pudiéndose 
entender como un conjunto de partículas libres cargadas que se mueven 
aleatoriamente y que es, en conjunto, eléctricamente neutro. Éste estado puede 
obtenerse aumentando considerablemente la temperatura de un gas, de manera 
que sus átomos o moléculas adquieren energía suficiente para ionizarse al chocar 
entre sí. No obstante, ésta no es la única forma de obtener un plasma, pudiéndose 
ionizar átomos y moléculas mediante impacto electrónico, absorción de fotones, 
reacciones químicas o nucleares, u otros procesos (Tanarro 2010).    
Los plasmas pueden clasificarse en dos grandes grupos según la energía media (o 
temperatura) de sus partículas pesadas (iones y especies neutras): 
 Plasmas calientes: están prácticamente ionizados en su totalidad y poseen 
todas sus partículas (electrones, iones y especies neutras) en equilibrio 
térmico. A una temperatura extremadamente elevada (~108K), pueden 
obtenerse los llamados plasmas de fusión. 
 Plasmas fríos: presentan grados de ionización mucho menores que los 
plasmas calientes y pueden ser de cuasi-equilibrio térmico, cuando 
presentan un equilibrio térmico local o de no-equilibrio.  
Química de los plasmas  
La química involucrada en el plasma es compleja e involucra un gran número de 
reacciones elementales. Las principales reacciones que se dan en un plasma 
pueden dividirse en dos grupos (Nehra et al. 2008):  
 Homogéneas: son producidas por colisiones inelásticas entre los electrones 
y las especies más pesadas, o simplemente entre estas especies. Entre las 
reacciones homogéneas encontramos reacciones de excitación/relajación, 
ionización, disociación y recombinación. 
 Heterogéneas: se producen entre las especies del plasma y la superficie 
sólida en contacto con el plasma. Entre las reacciones heterogéneas 
encontramos reacciones de ataque, adsorción, deposición y polimerización, 
entre otras.  
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Plasmas de descarga luminiscente 
En este proyecto se utiliza el plasma frío ya que permite generar una modificación 
en las propiedades físico-químicas de la superficie del biomaterial sin afectar al 
sustrato. Asimismo, este proceso no produce residuos, por lo que los productos 
obtenidos son seguros.   
Una de las maneras de generar un plasma frio es aplicar una descarga eléctrica a 
un gas, con una corriente continua generada con una fuente de alimentación 
continua, de radio-frecuencia o de microondas (Figura 9).  
 
Figura 9. Generación de un plasma luminiscente. 
Para mantener el plasma, el voltaje aplicado debe ser mayor que el voltaje de 
ruptura dieléctrica del gas. Cuando se supera este voltaje, los gases pierden sus 
propiedades dieléctricas y pasan a ser conductores.  
Activación por plasma  
Este proceso es de gran importancia debido a la necesidad de obtener superficies 
libres de contaminación, ya sea a causa de la contaminación ambiental o por los 
reactivos utilizados durante la preparación de las muestras. Aunque los niveles de 
contaminación normalmente son del rango de una monocapa, pueden tener 
efectos negativos en la respuesta biológica de la muestra.  
Al mismo tiempo, el plasma frio permite realizar un incremento de la reactividad 
superficial de la muestra, siendo válido para tratar todo tipo de materiales. 
Las muestras pueden ser colocadas directamente en la cámara de plasma o, en el 
caso de muestras metálicas, pueden utilizarse como uno de los electrodos 
(habitualmente el cátodo).  
Para alcanzar una limpieza óptima, es necesario: 
1. Tener un sistema de limpieza capaz de trabajar a bajas presiones.  
2. Utilizar los gases adecuados para la limpieza.  
3. Tener un sistema de aislamiento de la muestra del medio.  
4. Utilizar un flujo de gas suficiente para la limpieza.  
5. Posibilidad de pasivar la superficie antes de someterla a ambientes no 
controlados. 
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Figura 10. Proceso de limpieza de las muestras mediante plasma. 
Existen diferentes parámetros que influyen en el resultado final obtenido en el 
proceso de limpieza, como son la configuración de los electrodos, la composición 
y presión del gas y el voltaje de la corriente aplicada.  
El gas utilizado es uno de los parámetros más influyentes en este proceso, ya que 
ha de ser capaz de formar productos volátiles que no se reabsorban en la 
superficie. De igual forma, es necesario que el flujo de gas sea suficientemente 
elevado como para asegurar la retirada de las especies formadas.  
En este proyecto se ha elegido el argón como gas, ya que presenta los siguientes 
efectos en la superficie:  
1. Emisión de átomos, moléculas y electrones de la superficie.  
2. Ruptura de enlaces de las moléculas adsorbidas en la superficie.  
3. Mezcla atómica e implantación iónica (en función del rango de penetración del 
argón en la superficie).  
La exposición de una muestra al plasma produce, por lo tanto, eliminación de los 
elementos contaminantes, ruptura de enlaces superficiales y la formación de 
defectos a escala atómica (Aronnsson 1997).  
Polimerización por plasma  
La polimerización por plasma es un proceso de deposición de materiales a partir 
de precursores orgánicos a temperaturas por debajo de 100ºC. Ésta técnica 
permite crear capas de polímero con unas propiedades determinadas, siendo 
necesario seleccionar de manera adecuada las condiciones del plasma.  
El proceso consiste en introducir un precursor de bajo peso molecular en la cámara 
de reacción y activarlo durante la fase de plasma, dando lugar a la disociación de 
enlaces en la superficie, a un ataque superficial y a la reacción química entre las 
especies activadas de la superficie y las presentes en el plasma. Finalmente, las 
especies formadas en el plasma, como son electrones, iones y radicales, se 
combinan para formar una molécula de elevado peso molecular (polímero). 
Generalmente, en la polimerización por plasma se utilizan los mismos precursores 
que en otros tipos de polimerización. El monómero es introducido en la cámara 
sólo, si es lo suficientemente volátil o arrastrado por un gas si está en forma 
líquida. 
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Los parámetros que pueden influir en el recubrimiento polimérico formado son:  
1. Gas utilizado en el proceso de activación y como portador del monómero.  
2. Monómero utilizado.  
3. Potencia utilizada durante el proceso.  
4. Presión durante los procesos de activación y polimerización.  
5. Duración de los tratamientos de activación y polimerización.  
6. Número de etapas del proceso de polimerización.  
 
Figura 11. Proceso de formación de una capa de polímero mediante 
polimerización por plasma. 
2.7.2. Silanización 
Otro de los métodos para crear un recubrimiento de PEG es la silanización de éste 
sobre el titanio. Este proceso consiste en hacer reaccionar Polietilenglicol (PEG) 
con tetracloruro de silicio (SiCl4), el cual es el factor limitante de la reacción. Dicha 
reacción se cataliza mediante trietilamina, la cual disocia los hidrógenos del grupo 
–OH terminal del PEG, permitiendo así la formación del enlace O-Si. 
  
Figura 12. Silanización del PEG. 
Esta reacción crea un complejo de trietilamina con cloruro de hidrogeno (NEt3-HCl) 
que precipita, por lo que se purifica el producto de reacción mediante filtración. El 
disolvente utilizado es el tolueno, ya que posee una molécula con estructura apolar 
y permite la disolución del tetracloruro de silicio. Debido a la facilidad de hidrólisis 
del enlace Si-Cl, es importante mantener unas condiciones de trabajo anhidras. 
La solución resultante es estable durante las dos horas siguientes a la reacción, 
degradándose posteriormente. Como consecuencia de esto, es necesario sumergir 
el titanio inmediatamente en dicha solución, promoviendo de ésta manera la unión 
de PEG-SiCl3 en su superficie mediante la formación de un enlace PEG-Si-O-Ti.     
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El estado de la superficie tiene una gran influencia sobre la formación de la 
monocapa. Si la superficie del titanio tiene una elevada concentración de grupos –
OH, se formarán más enlaces entre la superficie y la molécula; en el caso contrario 
el PEG-SiCl3 no tendrá tantos puntos de unión con la superficie, pero formará 
enlaces con otras moléculas del mismo tipo creando así una malla de moléculas 
interconectadas.  
El recubrimiento de polímero silanizado puede tener una monocacapa de PEG o 
bien ser multicapa. El número capas dependerá del tiempo de inmersión y de la 
concentración de PEG-SiCl3. 
 
2.7.3. Electrodeposición 
La electrodeposición es un proceso electroquímico donde los cationes metálicos 
contenidos en una solución acuosa se depositan creando una capa sobre un objeto 
conductor. En este caso, se busca que dicha capa confiera una propiedad deseada 
a una superficie que hasta el momento carecía de ella.  
El principio que rige este fenómeno es la electrólisis, nombre que recibe la 
utilización de energía eléctrica para producir cambios químicos. 
El proceso de electrodeposición consiste en hacer pasar una corriente eléctrica 
entre dos electrodos conductores a través de un electrolito, produciendo así una 
reacción de oxidación-reducción (redox) no espontánea. Al conectar los electrodos 
a una fuente de energía (generador de corriente directa), el electrodo que se une 
al polo positivo del generador es el ánodo, mientras que el que se une al polo 
negativo es el cátodo (Díaz del Castillo 2008).    
Mediante un potenciostato se realiza la imposición de un potencial eléctrico 
variable entre la muestra estudiada (cátodo) y el electrodo de referencia, 
generando una corriente entre la muestra y el contra-electrodo (ánodo) 
(Figura13).  
 
Figura 13. Elementos que intervienen en el proceso de 
electrodeposición. Adaptado de (Díaz del Castillo 2008)  
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Los elementos que intervienen durante el tratamiento de electrodeposición 
realizado en este proyecto son los siguientes:  
Electrolito  
Un electrolito es una sustancia iónica que se comporta como medio conductor 
eléctrico y se descompone durante el paso de una corriente eléctrica. 
El electrolito utilizado es una solución de PEG Jeffamina (NH2-PEG-NH2) y sal 
común (NaCl) disueltos en agua (H2O). 
Electrodo  
El electrodo es el componente del circuito eléctrico que conecta el cableado del 
circuito al medio conductor (electrolito).  
Al colocar dos electrodos en un electrólito y aplicar un voltaje, el electrolito 
conduce la electricidad de un electrodo hasta el otro.  
El cátodo se hace negativo por la acción de la fuente que le bombea electrones, 
produciéndose en él la siguiente reacción: 
 2𝐻2𝑂 + 2𝑒
− → 2𝑂𝐻− + 𝐻2 (1) 
Los iones de sodio (Na+) y las aminas protonadas (NH3+) reaccionan hacia el cátodo 
para neutralizar la carga negativa del OH-.  
Mientras tanto, el ánodo se hace positivo ya que la fuente le bombea electrones 
fuera de él. La reacción que se produce en el ánodo es:  
 2𝐻2𝑂 → 𝑂2 + 4𝐻
+ + 4𝑒− (2) 
por lo que los iones de cloruro (Cl-) son atraídos hacia el ánodo neutralizando la 
carga positiva de H+. 
El PEG funcionalizado denominado Jeffamina (NH2-PEG-NH2) que hay disuelto en 
la solución es arrastrado hacia el cátodo (muestra de titanio) debido a la 
protonación de las aminas, que lo dota de una carga eléctrica positiva. La 
protonación es una reacción química donde el grupo amino del NH2-PEG-NH2 gana 
un protón (H+), debido al par de electrones libres que presenta el nitrógeno. 
El grupo funcional NH3+ reacciona con la superficie de la muestra, formando así el 
recubrimiento (NH3+- PEG - NH3+). 
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2.8. Funcionalización del recubrimiento 
mediante el péptido RGD 
La adsorción de proteínas producida en la superficie de los implantes es 
trascendental para la posterior interacción de las células. Esto es debido a que las 
células se unen a las superficies por medio de integrinas, las cuales son receptores 
celulares ubicados en su membrana y reconocen lugares específicos en las 
proteínas de unión. Uno de esos lugares específicos es la secuencia de aminoácidos 
arginina-glicina-ácido aspártico (RGD). 
 
Figura 14. Péptido RGD. 
A causa de la realización de tratamientos antifouling en la superficie del titanio, se 
produce una disminución de la adsorción de proteínas, dificultando la integración 
del implante. Por este motivo, se realiza la fijación del péptido RGD en la capa de 
polímero formada sobre el titanio, buscando así aumentar la adhesión celular y 
consecuentemente, mejora la osteointegración del implante. 
2.9. Técnicas utilizadas 
2.9.1. Medida de la humectabilidad 
La humectabilidad es la capacidad de un líquido para mojar un sólido y se extiende 
sobre su superficie en diversos grados (LaPorte, Richard J. 1997). Dicha capacidad 
se mide mediante el ángulo de contacto, siendo éste el ángulo entre una gota de 
líquido encima de una superficie sólida y esta superficie.  
Esta técnica permite saber si la superficie de la muestra es hidrofílica, es decir, 
presenta afinidad por el agua, o por el contrario, se trata de una superficie 
hidrofóbica, la cual repele el agua.   
El fenómeno del ángulo de contacto puede ser explicado como el balance entre la 
fuerza con la que cada una de las moléculas del líquido (en la gota) se atraen las 
unas a las otras (fuerza de cohesión) y la atracción de las moléculas del líquido 
por las moléculas de la superficie de la muestra (fuerza adhesiva) (Ratner 2004).  
La energía de la superficie (ƴsv) puede ser caracterizada cuantitativamente 
mediante la tensión de superficie (ƴlv) de una gota liquida y la tensión interfacial 
entre un sólido y la gota (ƴsl), manifestada a través de del ángulo de contacto (θ). 
La relación básica que describe este balance de fuerzas es: 
 𝛾𝑠𝑣 = 𝛾𝑠𝑙 + 𝛾𝑙𝑣 cos 𝜃 (3) 
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Para poder medir dicho ángulo se dispone de un aparato (ángulo de contacto) con 
un sistema automático de dosificación de gotas con control micrométrico, que 
incorpora una fuente de luz blanca y una cámara para registrar imágenes. Éste 
aparato mide el ángulo que se forma entre la tangente del perfil de la gota y la 
superficie del titanio.  
 
Figura 15. Ángulo de contacto. Adaptación de (PW_ALF) 
2.9.1. Medida de la rugosidad 
La microscopía óptica interferométrica utiliza las interferencias obtenidas a partir 
de las diferencias de camino óptico entre la luz reflejada en la superficie de la 
muestra y la luz reflejada en una superficie de referencia. Se obtienen una serie 
de franjas de interferencia que permiten reconstruir la topografía de la superficie. 
La figura 16 muestra un esquema del aparato utilizado, que contiene una fuente 
de iluminación que divide la luz en dos haces, uno que se transmite a la superficie 
a analizar y el otro a una superficie de referencia. La señal reflejada en las dos 
superficies se combina, formando una interferencia, la intensidad de la cual se 
registra con una cámara CCD. El microscopio se mueve en el eje vertical para 
registrar la intensidad de señal. Los datos son procesados por el software del 
equipo para determinar la altura de cada punto, de manera que se obtiene una 
imagen tridimensional de la superficie a estudiar (PW_CMI). 
 
Figura 16. Esquema del funcionamiento de un interferómetro. 
(PW_CMI) 
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2.9.2. Medida de la composición superficial (XPS) 
Los espectros XPS se obtienen cuando una muestra es irradiada mediante rayos X 
de forma que la transferencia de energía permite la emisión de electrones (Figura 
17). En concreto, se mide la energía cinética y el número de electrones que 
escapan de la superficie del material analizado. Para una medición de XPS se 
requieren condiciones de ultra-alto vacío para evitar la contaminación de la 
superficie a analizar.  
 
Figura 17. Superficie irradiada mediante rayos X (izquierda). Electrón 
emitido debido a la fuente de energía (derecha). (PW_UCO) 
Un análisis XPS de una superficie puede proporcionar información cualitativa y 
cuantitativa de todos los elementos presentes, excepto H y He. Asimismo, permite 
obtener información detallada de la química, organización y morfología de la 
superficie.  
Los componentes primarios de un equipo XPS son el sistema de vacío, la fuente 
de rayos X, y un analizador de la energía del electrón. La parte central del equipo 
está constituida por la cámara principal de vacío en la que la muestra es analizada. 
Las fuentes de rayos X más utilizadas son las que emplean ánodos de Al o Mg, la 
radiación se monocromatiza antes de llegar a la muestra mediante un cristal de 
cuarzo. El área de la muestra que puede ser irradiada por los rayos X varía entre 
zonas circulares de unos pocos centímetros de diámetro hasta unas 50 micras. 
Esta focalización depende de la geometría de la fuente y del tipo de cañón de 
electrones utilizado para estimular la emisión de rayos X (PW_UCO).
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CAPÍTULO 3:  
MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1. Preparación de muestras 
Los experimentos de este proyecto han sido realizados con muestras de titanio de 
grado 2, también conocido como titanio comercialmente puro (Ti cp). Para su 
obtención se han cortado barras de 10mm de diámetro en discos de 2mm de 
grosor, utilizando una cortadora manual (Minitom, Struers). Posteriormente, todos 
los discos han sido pulidos, con el fin de obtener una rugosidad similar en la 
superficie de las muestras, y así evitar que ésta interfiera en los resultados 
obtenidos. 
3.1.1. Embutidora de muestras 
Inicialmente se embuten las muestras, de cinco en cinco, en baquelita negra 
mediante una embutidora (LaboPress-3, Struers) y bajo las siguientes 
condiciones: 150N de fuerza, tiempo de calentamiento de 6 minutos a 180ºC de 
temperatura y tiempo de refrigeración de 3 minutos. 
 
Figura 18. Embutidora de muestras. 
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3.1.2. Pulido de las muestras 
Las baquelitas obtenidas anteriormente son introducidas en la pulidora (RotoPol-
31, Struers) y se utilizan paños de pulir de carburo de silicio (Buehler) con tamaños 
de partícula decrecientes (Tabla 3). Este proceso se realiza según la norma ASTM 
E3-11 de preparación de muestras metálicas por metalografía [ASTM E3-11].  
Tabla 3. Paños de pulir y tamaño de partícula correspondiente. 
Paño de pulir Tamaño de partícula 
(µm) 
P600 25,8 
P800 21,8 
P1200 15,3 
P2500 5 
P4000 2,5 
Terciopelo 0,05 
 
Para pulir con el paño de terciopelo se utiliza una suspensión de sílice (SiO2) con 
un tamaño de partícula de 0,05µm.  
3.1.3. Extracción de las muestras 
Una vez pulidas las muestras se procede a su extracción mediante una sierra 
manual y sujetando las baquelitas con una mordaza. Los cortes se realizan 
paralelos a la superficie donde se encuentran las muestras y aproximadamente a 
una distancia de 3mm de éstas. Para finalizar la extracción se hace palanca sobre 
cada muestra.    
 
Figura 19. Sierra manual para extraer las muestras.  
3.1.4. Limpieza de las muestras 
Finalmente, para eliminar las posibles impurezas que puedan contener las 
muestras, éstas se lavan mediante un baño de ultrasonidos (Ultrasons, JP 
SELECTA); en él se introduce un vaso de precipitados que contiene los discos de 
titanio recubiertos con la secuencia de substancias especificadas en la tabla 4.  
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Figura 20. Baño de ultrasonidos. 
Tabla 4. Disolventes utilizados en la limpieza de las muestras. 
Medio de limpieza Tiempo de limpieza (min) 
Ciclohexano 10 
2-Propanol 10 
Agua destilada 10 
Etanol 10 
Acetona 10 
Después del último lavado las muestras se secan con aire comprimido. 
3.2. Activación por plasma 
Antes de proceder a los tratamientos de recubrimiento es necesario activar la 
superficie de las muestras de titanio. Este proceso permite modificar su energía 
superficial y así aumentar la fuerza de adhesión entre el monómero y la superficie 
del titanio. Durante la activación se realiza una limpieza de la superficie de la 
muestra y se forman especies reactivas en ésta, aumentando así su reactividad. 
La activación por plasma se realiza con un equipo de plasma (Standard Plasma 
System Femto, Diener) de baja presión y baja temperatura con formación de 
plasma por radio frecuencia (13,56MHz).  
El equipo permite controlar:  
- El flujo de gas de la cámara mediante controladores másicos de gases 
- La potencia del plasma (1-300W) 
- El tiempo de exposición  
- La presión de vacío de la cámara.  
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Figura 21. Equipo de plasma. 
Etapas de la activación por plasma: 
1. Vacío inicial de la cámara hasta una presión barométrica de 0,10mbar. 
2. Entrada del gas correspondiente, en este caso argón, durante 1 minuto, 
manteniendo la presión a 0,40mbar. 
3. Tratamiento de plasma a una potencia de 100W durante 5 minutos. 
4. Ventilación de la cámara hasta alcanzar la presión atmosférica. 
Inicialmente se realiza una activación de 10 minutos sin muestras para asegurar 
la limpieza de la cámara. Las muestras se colocan en el centro de la misma sobre 
una placa de Petri. 
3.3. Tratamientos superficiales 
3.3.1. Silanización 
Para poder recubrir las muestras con PEG silanizado, éstas deben someterse a una 
activación por plasma, explicada en el punto 3.2. 
Primeramente se realiza el montaje de la figura 22, en el interior de una campana, 
introduciendo un núcleo magnético en el matraz y otro en el Erlenmeyer, así como 
las muestras en éste último. El montaje permanece en condiciones de vacío 
durante todo el proceso para mantener unas condiciones anhidras.  
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Figura 22. Montaje para el tratamiento de silanización.  
A continuación, se introducen en el matraz 100ml de una disolución, preparada 
anteriormente, de PEG (Mw = 1000) con una concentración en masa del 0.98% 
disuelto en tolueno anhidro al 99,8%.  
 100𝑚𝑙 𝑑𝑖𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 ·  
0,98𝑔
100𝑚𝑙 𝑑𝑖𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛
= 0,98𝑔 (4) 
Posteriormente se añaden 136 µl de trietilamina (NEt3) y se activa el agitador 
magnético a 1000 rpm durante 1 hora. Una vez transcurrido el tiempo se agregan 
20 µl de tetracloruro de silicio (SiCl4) y se agita durante 5 minutos a 1000 rpm.   
Para que se produzca el recubrimiento por inmersión debe introducirse el tubo del 
matraz en su interior hasta que se sumerja en la disolución, aprovechando el vacío 
para que ésta pase por el filtro hasta llegar al Erlenmeyer. Para facilitar el flujo de 
la disolución se inyecta argón a través de uno de los septum del matraz.   
Una vez finalizado el proceso, se extraen las muestras con una pinza metálica (si 
fuera de plástico podría degradarse con el tolueno) y se lavan con agua destilada 
y un baño de ultrasonidos con etanol durante 10 minutos. 
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3.3.2. Electrodeposición 
El tratamiento de electrodeposición se realiza mediante un potenciostato 
(Princeton Applied Research, Parstat 2273).  
 
Figura 23. Potenciostato. 
Preparación de las muestras  
Las muestras obtenidas en el punto 3.1 deben unirse a un cable conductor de 
cobre, al cual se le pelan sus extremos; uno de éstos se pega a la muestra y el 
otro se conecta al potenciostato. Antes de pegar con cianocrilato el disco de titanio 
y el cable, se aplica pintura de plata en la superficie no pulida de la muestra, para 
garantizar un buen contacto eléctrico. Al mismo tiempo, para sellar esta conexión 
y evitar que el cobre quede expuesto, se utiliza una resina Epoxi (Struers, 
VersoCit) con la cual se cubre toda la superficie. La resina Epoxi es un polímero 
termostable que se endurece cuando se mezcla con un agente catalizador; en este 
caso se mezcla 2-Hydroxypropyl methacrylate (VersoCit Liquid) con acrylic cold 
mounting (VersoCit Powder).  
 
Figura 24. Muestra montada para realizar el tratamiento de 
electrodeposición. 
Cuando la resina se ha endurecido, se utiliza un multímetro para verificar si el 
montaje se ha hecho correctamente, comprobando que exista paso de corriente 
entre la conexión muestra-cable y el otro extremo. 
Justo antes de realizar el proceso de electrodeposición, las muestras han de 
activarse por plasma (punto 3.2.). 
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Preparación del electrolito  
En este proceso se utiliza una solución de 0,3mol de cloruro de sodio (NaCl) y una 
concentración en masa del 2% de PEG Jeffamina (Yuta Tanaka et al. 2007).  
Sabiendo que la masa molecular del cloruro de sodio es de 58,49g/mol, se calculan 
las cantidades necesarias de cada componente: 
 
 30𝑚𝑙 𝑑𝑖𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 ·
0,3𝑚𝑜𝑙𝑒𝑠 𝑁𝑎𝐶𝑙
1000𝑚𝑙 𝑑𝑖𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛
·
58,4898𝑔 𝑁𝑎𝐶𝑙
1𝑚𝑜𝑙 𝑁𝑎𝐶𝑙
= 0,526𝑔 𝑁𝑎𝐶𝑙 (5) 
 
 30𝑚𝑙 𝑑𝑖𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 ·
2𝑔 𝑃𝐸𝐺
100𝑚𝑙 𝑑𝑖𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 
= 0,6𝑔 𝑃𝐸𝐺 (6) 
Finalmente, se pesan las cantidades anteriores y se disuelven en 30ml de agua 
destilada. La solución se prepara en un vaso de precipitados de 100ml y se mezcla 
utilizando un agitador magnético (Agimatic-E, SELECTA) durante 15 minutos 
(Figura 25).  
 
Figura 25. Agitador magnético. 
Preparación de la celda electrolítica 
Para realizar el proceso de electrodeposición deben sumergirse, en la solución 
salina del vaso de precipitados, un electrodo de referencia, un contraelectrodo y 
las muestras montadas (Figura 26).  
Inicialmente se mide el potencial del circuito abierto del titanio, utilizando como 
referencia un electrodo saturado de calomelanos (SCE). Este electrodo se 
mantiene sumergido en una solución saturada de cloruro de potasio, para tener 
un potencial conocido y constante de +0,24V respecto el electrodo estándar de 
hidrogeno.  
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Figura 26. Celda electrolítica. 
El potencial medido debe ser de -0,5V, a partir del cual se fuerza un potencial de 
-5V respecto al contraelectrodo de platino de 800mm2 de área. Para llegar a dicho 
potencial se define un cambio de potencial a una velocidad de -0,1V/s, y se 
mantiene al potencial final durante 300 segundos (Yuta Tanaka, et al. 2007).  
Debido al campo eléctrico aplicado y tal y como se ha explicado en el punto 2.7.3., 
el PEG de la disolución se deposita en la muestra formando un recubrimiento. 
Finalmente, se retira la resina y el cable de la muestra mediante presión mecánica.  
3.3.3. Polimerización por plasma 
Para realizar este tratamiento se activan (punto 3.2) y polimerizan las muestras 
con el mismo equipo de plasma (Standard Plasma System Femto, Diener), el cual 
dispone de un sistema para la introducción de monómero en la cámara. Dicho 
sistema cuenta con dos botellas (Figura 27), en una de las cuales se introducen 
unos 20ml aproximadamente de tetra(etilenglicol) dimetil éter (tetraglyme) y la 
otra sirve como botella de seguridad, por si se produce un reflujo de tetraglyme 
durante el tratamiento. 
 
Figura 27. Sistema de botellas para la introducción del monómero en 
la cámara del equipo de plasma. 
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Utilizando el burbujeo del argón en el tetraglyme líquido, éste es introducido en la 
cámara.   
La polimerización por plasma se realiza mediante pulsos, con una duración de 20μs 
de encendido y de 20ms de apagado (valores fijados por el fabricante). 
Etapas de la polimerización por plasma: 
1. Vacío inicial de la cámara hasta una presión barométrica de 0,20mbar. 
2. Entrada del gas correspondiente, en este caso argón, durante 1 minuto, 
manteniendo la presión a 0,40mbar. 
3. Tratamiento de plasma por pulsos a una potencia de 100W durante 1 hora. 
4. Limpieza de la cámara.  
5. Ventilación de la cámara hasta presión atmosférica. 
3.1. Funcionalización del recubrimiento 
El péptido utilizado es el RGD, el cual ha sido sintetizado en la UPC por el 
investigador Carles Mas.  
Etapas de la funcionalización del recubrimiento: 
1. Variación del pH del PBS hasta un pH de 6.5. 
2. Dilución del péptido para obtener una concentración 100mM 
3. Inmersión de las muestras. 
Las muestras se sumergen en 200µl de la dilución del péptido durante toda la 
noche. Una vez transcurrido éste tiempo se realizan 2 lavados con PBS a un pH de 
7.4. 
3.2. Caracterización físico-química del 
recubrimiento 
3.2.1. Medida de la humectabilidad 
La humectabilidad de la superficie de las muestras se ha obtenido mediante la 
determinación de su ángulo de contacto, utilizando para ello un sistema generador 
de gotas de agua (Contact Angle System OCA15plus, Dataphysics) y el posterior 
análisis del video de éstas a través del software SCA20 (Dataphysics). El equipo 
generador de gotas dispone de una jeringuilla con control de desplazamiento 
micrométrico que permite controlar el volumen de las gotas, así como la velocidad 
de dispensación.  
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Figura 28. Equipo de medida del ángulo de contacto. 
Las condiciones del ensayo son: 
 Líquido utilizado: Agua ultra pura (Milli-Q, Merck Millipore). 
 Volumen de las gotas: 1μl. 
 Velocidad de dispensación: 2μl/s.  
 Dos medidas en cada muestra.  
3.2.2. Medida de la rugosidad 
Las medidas de rugosidad se han realizado con un interferómetro de luz blanca 
Veeco Wyko 9300NT Optical Profiling System (Veeco, Alemania), con el software 
de análisis Wyko Vision 32 (Veeco, Alemania) (Figura 29). Se ha utilizado el 
sistema de análisis VSI (Vertical Scanning interferometry). El área de estudio de 
cada medida es de 640x480nm (100 aumentos), con un backscan de 6μm, una 
longitud de escaneo de 12μm y con compensación de forma de inclinación y 
curvatura. No se han aplicado filtros adicionales a la medida. 
Se han analizado tres muestras para cada tipo de recubrimiento, con cinco 
medidas para cada muestra. 
 
Figura 29. Microscopio interferométrico 9300NT Optical Profiling 
System (Veeco). 
 Selección y caracterización de tres tratamientos antifouling de la superficie de implantes dentales de titanio 
 - 39 - 
3.2.3. Medida de la composición superficial (XPS) 
El análisis XPS se ha realizado con un sistema SPECS equipado con una fuente 
XR50 de ánodo de Mg, trabajando a 150 W y un detector Phoibos MCD-9 (D8 
advance, SPECS Surface Nano Analysis GmbH, Alemania).  
Registrándose los espectros de rayos X con una energía de paso de 25 eV en 
intervalos de 0.1 eV y a una presión inferior a 10-9 mbar. Se han analizado dos 
muestras de cada tipo de recubrimiento. 
3.3. Caracterización biológica del 
recubrimiento 
La caracterización biológica de los recubrimientos se determina mediante ensayos 
de adsorción de proteínas, adhesión bacteriana, adhesión celular y citotoxicidad 
indirecta. 
3.3.1. Adsorción de proteínas  
Los ensayos de adsorción de proteínas se realizan con la proteína BSA (albúmina 
de suero bovino). Las muestras analizadas son triplicados de muestras tratadas 
mediante polimerización por plasma, electrodeposición y silanización. 
Etapas del ensayo de adsorción de proteínas: 
1. Preparación de la solución BSA-biotina a una concentración de 100μg/ml e 
inmersión de las muestras durante 24h en 500μl de disolución. 
2. Preparación de la solución FITC-estreptavidina a una concentración de 
0,5μg/ml e inmersión de las muestras durante 30 minutos. 
3. Extracción de la proteína con 500μl de NaOH 0.2M durante 4 horas. 
4. Medida de fluorescencia a una λexcitación=495nm y una λemisión=520nm  
3.3.2. Adhesión bacteriana 
Los ensayos de adhesión bacteriana se realizan con dos cepas de bacterias 
diferentes: Lactobacillus Salivarius (LS) y Streptococcus Sanguinis (SS).  
La metodología del ensayo es la misma para ambas cepas, exceptuando que se 
utilizan medios de cultivo diferentes; el medio de cultivo de los LS es Man-Rogosa-
Sharpe (MRS) y el de los SS, Todd-Hewitt (TH).   
Se estudian tres condiciones diferentes, analizando tres muestras para cada 
condición:  
 Titanio pulido (muestra de control) 
 Muestra con PEG silanizado 
 Muestra con PEG electrodepositado 
 Muestra con PEG polimerizado  
 
Cristina Calvo Muñoz  
 - 40 - 
Etapas del ensayo de adhesión: 
1. Preparación y esterilización del medio. 
Para el medio del inóculo se disuelven 52g/l de MRS o 36,4g/l de Todd-Hewitt en 
agua destilada y para el medio de las placas se añaden, además, 15g/l de Agar. 
Posteriormente, estas soluciones se autoclavan a 121ºC durante 30 minutos. 
2. Preparación de las placas de cultivo 
Una vez esterilizado y antes de que se enfríe, se vierte el medio de cultivo en las 
placas, ya que el Agar aporta la propiedad de ser muy viscoso y al enfriarse queda 
sólido. Una vez llenas las placas, sin llegar a la línea de éstas, se dejan enfriar 
como mínimo 30 minutos y se almacenan a 4ºC con el medio en la parte superior 
para evitar su posible contaminación. 
3. Preparación del inóculo 
Para preparar el inóculo, se descongela uno de los pases de bacterias y se mezclan 
50µl de éste con 10ml de medio líquido de cultivo. Esta solución se agita con el 
vórtex (PV1, Grant Instruments) y se incuba a 37ºC durante unas 12 horas.  
4. Dilución del inóculo 
El inóculo, preparado anteriormente, se diluye hasta una absorbancia de 0,2 
medida mediante un espectrofotómetro (SHIMADZU, UV 1240) con una longitud 
de onda de 600nm. Esta absorbancia corresponde a una concentración de 108 
bacterias/ml, la cual indica que las bacterias se encuentran en la fase estacionaria 
de crecimiento. 
5. Inmersión de las muestras  
Primero se esterilizan las muestras con etanol durante 10 minutos y después, se 
realizan dos lavados con PBS estéril.  Posteriormente, se cubren las muestras con 
1ml de inóculo diluido y se dejan en la incubadora a 37ºC durante 2 horas.  
6. Preparación de las disoluciones 
Para cada muestra deben prepararse 4 viales de ensayo tipo eppendorfs con 900µl 
de PBS y un vial tipo falcon con 1ml de PBS. Pasadas las dos horas de inmersión 
de las muestras, éstas se lavan con PBS para retirar las bacterias no adheridas a 
la superficie. A continuación, se introducen las muestras en su falcon 
correspondiente y se les realiza 5 minutos de vórtex. Inmediatamente después, se 
pipetean 100µl y se introducen en uno de los eppendorfs, ésta es la dilución 1. 
Posteriormente se pipetean otros 100 µl, ahora de la disolución 1, y se introducen 
en otro eppendorf, siendo ésta la dilución 2; éste proceso se repite hasta llegar a 
la dilución 4.  
7. Sembrado de las bacterias  
Inicialmente se ponen 100µl, de la disolución a sembrar, en una de las placas con 
medio y se esparcen en ella mediante una varita de vidrio doblada, la cual se 
esteriliza antes de cada uso, sumergiéndola en etanol y quemándola con un 
mechero de alcohol. Únicamente se siembran las diluciones 2, 3 y 4, de las cuales 
se hacen duplicados. Al finalizar el sembrado se incuban las placas a 37ºC durante 
24 horas en el caso de los LS y durante 48 horas en el caso de los SS. 
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Figura 30. Material utilizado para sembrar las bacterias. 
8. Recuento de bacterias  
Transcurrido el tiempo de incubación, se cuantifica el número de CFUs de cada 
placa, considerando válidas aquellas que tengan entre 30 y 300. 
3.3.3. Adhesión celular 
Los ensayos de adhesión celular se realizan con fibroblastos humanos (human 
foreskin fibroblasts, hFFs). La cantidad de muestras y las condiciones analizadas, 
son las mismas que las del ensayo de adhesión bacteriana (punto 3.3.1.). 
Etapas del ensayo de adhesión: 
1. Preparación del medio de cultivo 
El medio de cultivo utilizado es el DMEM (Invitrogen, EEUU), el cual se prepara con 
los componentes y las cantidades especificados en la tabla x.  
Tabla 5. Composición de medio de cultivo. 
Componente Cantidad 
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium) 
43ml 
FBS (Fetal Bovine Serum) 5ml 
Tampón de HEPES  1ml 
Antibiótico (penicilina y 
estreptomicina) 
0,5ml 
L-glutamato 0,5ml 
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Una vez mezclados todos los componentes, se filtra el medio. Con un filtro de 
celulosa de porosidad promedio de 0,2 µm para retirar posibles contaminaciones 
bacterianas. 
2. Esterilización de las muestras 
Primero se ponen las muestras en etanol al 70% durante 30 minutos y 
posteriormente se realizan 3 lavados con PBS (filtrado), dejando las muestras 
sumergidas mientras se preparan las células. 
3. Extracción de las células de la superficie 
Inicialmente y para poder utilizar los fibroblastos, éstos deben de ser tripsinizados, 
debido a que se encuentran adheridos al frasco que los contiene. Para ello, se 
aspira el medio de cultivo en el que se encuentran, se añade PBS, el cual también 
es aspirado y se añaden 2ml de tripsina, previamente calentada en el baño a 37ºC.  
La tripsina es una enzima que rompe los enlaces peptídicos de las proteínas 
mediante hidrólisis, rompiendo así las proteínas que unen los fibroblastos al frasco. 
Para comprobar que las células se han desenganchado, éstas se observan al 
microscopio, pudiéndose dar pequeños golpecitos al frasco si no se han terminado 
de desenganchar. A continuación, se añaden 8ml de medio en el frasco y se 
recogen en un falcón de 15ml, el cual se centrifuga durante 5 minutos. Una vez 
centrifugado, se aspira el sobrenadante y se resuspende el pellet en 3ml de medio, 
de los cuales se pipetean 10µl y se colocan en una cámara de Neubauer. Una vez 
contabilizadas las células, se procede a su dilución, hasta obtener 40000 
células/ml. 
4. Inmersión de las muestras y recta de calibración 
Las muestras se sumergen en 500µl de la dilución preparada anteriormente 
(20000 células/muestras). La recta se prepara según las cantidades especificadas 
en la tabla x, realizando triplicados de cada dilución. 
Tabla 6. Concentraciones utilizadas en cada dilución. 
Nº de células Vcélulas (µl) VMedio de cultivo (µl) 
40000 1000 0 
20000 500 500 
10000 250 750 
5000 125 875 
0 0 1000 
 
5. Lisis de las células 
Pasadas 4 horas se observa al microscopio si las células de la recta de calibración 
se han adherido, si es así, se cambian las muestras de pocillo (para asegurar que 
solo se contabilizan las células pegadas a la muestra) y se aspira el medio de la 
recta de calibración. Posteriormente, se añaden 200µl de M-PER (Mammalian 
Protein Extraction Reagent) a cada pocillo de la recta y sobre las muestras. Dicha 
substancia rompe la membrana celular liberándose así, el contenido celular en el 
medio. Por último, se congelan a -80ºC.  
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6. Medida de la actividad de la enzima LDH 
Para medir cuantitativamente la citotoxicidad de las muestras estudiadas, se mide 
la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH), liberada por las células 
dañadas, utilizando el kit Cytotoxicity Detection Kit (LDH) Roche (Alemania). La 
reacción que posibilita medir dicha actividad es la oxidación de lactato a piruvato, 
la cual está catalizada por la enzima LDH. Esta reacción permite la reducción del 
NAD+ a NADH, que transfiere dos protones, dando lugar a la segunda reacción del 
kit, de una sal de tetrazolio a una sal de formazan. Éste último compuesto es el 
que da un color rojizo a la disolución, permitiendo realizar medidas de absorbancia 
óptica y relacionarlas con la concentración de la encima LDH presente al inicio.   
La disolución de tinción se prepara con una solución de sal de tetrazolio y un 
catalizador, necesitándose para cada 100 pocillos 11,25ml de sal de tetrazolio y 
250μl de catalizador. En este caso son 39 pocillos (24 muestras más los 5 pocillos 
por triplicado de la recta de regresión), por lo que se necesitan las siguientes 
cantidades: 
 39 𝑝𝑜𝑐𝑖𝑙𝑙𝑜𝑠 ·
11,25𝑚𝑙 𝑠𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑡𝑒𝑡𝑟𝑎𝑧𝑜𝑙𝑖𝑜
100 𝑝𝑜𝑐𝑖𝑙𝑙𝑜𝑠
= 4,39𝑚𝑙 𝑠𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑡𝑒𝑡𝑟𝑎𝑧𝑜𝑙𝑖𝑜 (7) 
 39 𝑝𝑜𝑐𝑖𝑙𝑙𝑜𝑠 ·
250µl catalizador
100 𝑝𝑜𝑐𝑖𝑙𝑙𝑜𝑠
= 97,50µ𝑙 𝑐𝑎𝑡𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑜𝑟 (8) 
Posteriormente, se ponen 100μl de la solución anterior en cada pocillo, con las 
células lisadas, dejándola actuar durante 10 minutos. A continuación, se añaden 
50μl de una solución, ya preparada en el kit, que contiene ácido clorhídrico y 
detiene la reacción, ya que cambia el pH de la solución y desnaturaliza la proteína. 
 
Figura 31. Cuantificación del LDH.  
Finalmente, se mide la absorbancia de las muestras con un espectrofotómetro UV-
visible a una longitud de onda de 492nm y se determina el número de células 
mediante la recta de calibración.  
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3.4. Caracterización biológica de los 
recubrimientos funcionalizados 
3.4.1. Adhesión celular y adhesión bacteriana 
En esta ocasión, los ensayos de adhesión celular (Punto 3.3.3.) y adhesión 
bacteriana (Punto 3.3.2.) se realizan analizando tres muestras para las siguientes 
condiciones: 
 Titanio pulido (muestra de control) 
 Titanio pulido funcionalizado con RGD 
 Muestra con PEG silanizado funcionalizado con RGD 
 Muestra con PEG electrodepositado funcionalizado con RGD 
 Muestra con PEG polimerizado funcionalizado con RGD 
3.4.2. Ensayo de citotoxicidad 
Los ensayos de citotoxicidad se realizan con fibroblastos humanos (human foreskin 
fibroblasts, hFFs). La cantidad de muestras y las condiciones analizadas, son las 
mismas que en el Punto 3.4.1. 
Etapas del ensayo de citotoxicidad: 
1. Preparación del medio de cultivo 
El medio de cultivo se prepara según las cantidades especificadas en el apartado 
3.3.2. 
2. Esterilización de las muestras 
Primero se ponen las muestras en etanol al 70% durante 30 minutos y 
posteriormente se realizan 3 lavados con PBS (filtrado), dejando las muestras 
sumergidas mientras en el último lavado. 
3. Inmersión de las muestras 
Las muestras se sumergen en 480µl de medio y se dejan en la incubadora a 37ºC 
durante 72 horas para que se liberen los compuestos solubles que contienen.   
4. Sembrado de las células  
Inicialmente se realiza el proceso de tripsinizado explicado en el paso 3 del ensayo 
de adhesión celular (Punto 3.5.2.). En este caso, una vez contabilizadas las células, 
mediante la cámara de Neubauer, se realiza su dilución hasta obtener 5000 
células/100µl. 
5. Poner el medio de las muestras en contacto con las células 
Se preparan diluciones 1:2, 1:10, 1:100 y 1:1000 (Tabla 7) del medio que estaba 
en contacto con las muestras y se añaden 100μl de cada dilución a cada uno de 
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los pocillos con células. A continuación, se pone la placa en la incubadora a 37ºC 
durante 24 h.   
Tabla 7. Concentraciones utilizadas en cada dilución. 
Factor de dilución Medio en contacto con 
las muestras (µl) 
Medio de cultivo (µl) 
1:1 400 0 
1:2 200 200 
1:10 40 360 
1:100 4 396 
1:1000 1 999 
6. Lisis de las células 
Transcurridas las 24h se lisan las células siguiendo el procedimiento explicado en 
el paso 5 del ensayo de adhesión celular (Punto 3.3.3.). 
7. Medida de la actividad de la enzima LDH 
Para realizar la medida de la actividad de la encima LDH se sigue el procedimiento 
explicado en el paso 6 del ensayo de adhesión celular (Punto 3.3.3.). El porcentaje 
de supervivencia celular se calcula a partir de la fórmula de la ecuación (9):  
 % 𝑠𝑢𝑝𝑒𝑟𝑣𝑖𝑣𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 =  
𝐴𝑏𝑠𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙−𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜
𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜−𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜
 (9) 
 
3.5. Análisis estadístico 
Se ha utilizado el software Minitab16 para analizar las diferentes medias de los 
resultados obtenidos, en los ensayos de proteínas, adhesión celular y adhesión 
bacteriana con y sin RGD, mediante un análisis de la varianza (ANOVA). Se trabaja 
con un nivel de confianza del 95%, de manera que los valores de p <0,05 indican 
que el factor tiene una influencia en la respuesta estudiada. Se marcan con un 
asterisco los valores de p que conllevan una diferencia estadísticamente 
significativa.
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CAPÍTULO 4:       
RESULTADOS Y 
DISCUSIÓN 
4.1. Preparación de las muestras  
Una vez finalizado el proceso de pulido de las muestras (punto 3.1.2.), podemos 
observar cómo su superficie ha adquirido el efecto espejo deseado (Figura 32).  
 
Figura 32. Izquierda: muestra sin pulir. Derecha: muestra pulida 
(efecto espejo). 
La razón para pulir las muestras es que queremos medir los efectos de los 
tratamientos únicamente, sin efectos añadidos de la rugosidad. 
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4.2. Activación por plasma 
El proceso de activación por plasma efectúa una limpieza de la superficie del titanio 
y provoca la activación de las especies de oxigeno que se encuentran en ella, 
promoviendo así la formación de grupos –OH.  
Dichos grupos -OH reaccionan con las moléculas de agua (H2O), haciendo posible 
determinar mediante el ángulo de contacto la hidrofobicidad o hidrofilicidad de una 
muestra tratada, y su variación respecto una muestra no tratada.   
 
Figura 33. Ángulo de contacto del titanio antes y después de su 
activación por plasma. 
En la figura anterior puede observarse que, una vez finalizado el proceso de 
activación por plasma, el titanio tiene un ángulo de contacto menor.  
Las muestras activadas poseen una elevada reactividad superficial (mayor número 
de grupos –OH), visible en el aumento de su humectabilidad. 
    
Figura 34. Ángulo de contacto de una muestra sin activar (izquierda) 
y de una muestra activada (derecha). 
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4.3. Caracterización físico-química del 
recubrimiento 
Una vez realizados los tres tratamientos de recubrimiento, se ha procedido a su 
caracterización físico-química midiendo la humectabilidad, la rugosidad y la 
composición superficial.   
4.3.1. Medida de la humectabilidad 
La humectabilidad de las muestras se ha determinado mediante la medida de su 
ángulo de contacto, utilizando como fluido agua ultrapura.  
 
Figura 35. Medidas del ángulo de contacto de los diferentes 
tratamientos de recubrimiento. 
En la figura 35 puede observarse como los ángulos de contacto de las muestras, 
sometidas a los diferentes tratamientos de recubrimiento, son menores que el de 
la muestra control (Titanio). Esto es debido al carácter hidrofílico que presenta el 
PEG. 
 
Figura 36. Ángulo de contacto de una muestra de titanio (izquierda) y 
de una muestra recubierta por PEG (derecha). 
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4.3.2. Medida de la rugosidad 
La rugosidad de las muestras se ha medido mediante un interferómetro de luz 
blanca, el cual determina dicha rugosidad mediante diferentes parámetros.   
A continuación, se analizan el parámetro de rugosidad media (Ra) y el índice de 
área superficial. 
 
Figura 37. Medida de la rugosidad media de las muestras de titanio y 
las muestras tratadas. 
En la figura 37 puede observarse que la rugosidad media más elevada es la de las 
muestras silanizadas, indicando por lo tanto, que el recubrimiento de polímero 
obtenido con esta técnica es el más irregular. Esto es posible que se deba a 
interacciones de los grupos silano usados en este tratamiento para anclar el PEG 
a la superficie.  
 
Figura 38. Índice de área superficial. 
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De la misma manera, y como consecuencia de la rugosidad, el índice de área 
superficial de las muestras silanizadas también es el más elevado.  
En la figura 39 se aprecia visualmente la variación superficial que presentan las 
muestras a causa de los recubrimientos realizados. 
 
Figura 39. Rugosidad de las muestras control y las muestras 
sometidas a los diferentes tratamientos de recubrimiento. 
4.3.3. Medida de la composición superficial (XPS) 
Para analizar las muestras mediante espectroscopia fotoelectrónica de rayos X, se 
han realizado espectros por duplicado de todas las condiciones utilizadas en el 
proyecto. Para la cuantificación se han utilizado los espectros de alta resolución. 
En primer lugar, se han analizado los picos de alta resolución del carbono, que 
permiten discernir si la molécula observada corresponde al polietilenglicol. 
Según Beamston, et al (1998), el espectro de XPS del PEG muestra un solo pico 
de carbono a una energía de 286,5eV. Si observamos dichos espectros para cada 
tipo de muestra, se puede observar la presencia de tres picos para todos los casos.  
Se han analizado algunos ratios de %porcentaje atómico con tal de determinar la 
cantidad relativa de cada componente respecto al titanio. Puesto que la 
profundidad de análisis del XPS es de unos 10nm, el hecho de detectar titanio en 
todas las muestras implica que la capa analizada presenta un grosor menor de 
10nm. 
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Figura 40. Ratio carbono/titanio. 
Para la ratio C/Ti, el tratamiento que presenta mayor ratio es el de polimerización 
por plasma, con lo cual podemos asumir que es el tratamiento que permite obtener 
una capa más gruesa. 
El pico de C 1s se puede deconvulocionar en tres picos, que se pueden asignar a 
tres entornos químicos distintos para el átomo de carbono (Brétagnol et al. 2008), 
según muestra la tabla siguiente: 
Tabla 8. Energía de los diferentes enlaces formados por el carbono. 
EB (eV) Entorno químico 
285,0 Hidrocarburos 
286,5 Enlace C-OH o C-OR 
288,0 Enlace C=O o O-C-O 
 
Figura 41. Presencia de los tipos de carbono en los recubrimientos. 
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Figura 42. Espectro de alta resolución del pico de carbono para la 
muestra polimerizada por plasma (izquierda), silanizada (derecha) y 
electrodepositada (abajo). 
Según los resultados obtenidos, se puede decir que las muestras con un menor 
grado de contaminación son las polimerizadas por plasma. Éste es un resultado 
lógico, puesto que el plasma es una técnica que elimina la contaminación orgánica 
(Swart et al. 1992 y Petasch et al. 1997). 
El pico asignado al polietilenglicol es más elevado en el caso del plasma. Este hecho 
indica que en el proceso de polimerización por plasma estamos reteniendo la 
funcionalidad del precursor, de forma que una vez realizado el proceso seguimos 
observando el grupo funcional principal del tetra(etilenglicol dimetil éter) 
(Johnston, et al. 2005). 
Se ha realizado, de la misma forma, la deconvolución de los picos observados para 
el oxígeno. En el caso del PEG enlazado a la superficie del titanio, se pueden 
observar tres picos, resumidos en la tabla (Zoulalian et al. y Tanaka et al.): 
Tabla 9. Energía de los diferentes enlaces formados por el oxígeno. 
EB (eV) Entorno químico 
530,0 Ti-O 
531,6 Ti-O-H 
536,6 C-O-C 
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Se han considerado los picos del óxido de titanio y el del oxígeno en forma de éter, 
puesto que la señal del Ti-O y la del Ti-OH son muy cercanas, tal como puede 
observarse en la figura 43. 
 
Figura 43. Espectro de alta resolución del pico de oxígeno para la 
muestra polimerizada por plasma (izquierda), silanizada (derecha) y 
electrodepositada (abajo) 
 
Figura 44. Presencia de los tipos de oxígeno en los recubrimientos. 
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Puede observarse que la presencia de oxígeno en forma de éter es mayor con 
respecto al oxígeno en forma de óxido en el caso de la silanización, seguido de la 
polimerización por plasma. En el caso de la electrodeposición ambos picos son 
prácticamente iguales, hecho que nos indica una menor presencia de PEG en la 
superficie, tal como se ha podido observar en la relación C/Ti de la figura 40. 
Se ha estudiado la relación N/Ti para comprobar la presencia de nitrógeno en las 
muestras electrodepositadas. 
 
Figura 45. Ratio nitrógeno/titanio. 
En el caso de las muestras electrodepositadas, puede detectarse una presencia de 
nitrógeno ligeramente mayor. Como la cantidad de nitrógeno en la molécula de 
PEG-amina es muy pequeña (dos átomos por molécula de peso molecular medio 
1500g/mol)(Tanaka, et al. 2007), el incremento observado en el ratio N/Ti para el 
PEG electrodepositado, si bien estadísticamente significativo, es pequeño en 
valores absolutos. 
También se ha analizado la relación Si/Ti para comprobar la presencia de silicio en 
las muestras silanizadas (Figura 46). 
 
Figura 46. Ratio silicio/titanio. 
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Podemos observar que la presencia de silicio en las muestras silanizadas es mucho 
mayor que en las otras condiciones. Este hecho implica que el proceso de 
silanización se ha producido correctamente (Jo, et al. 2000 y Zhang, et al. 2001). 
4.4. Caracterización biológica del 
recubrimiento 
4.4.1. Adsorción de proteínas  
Inicialmente, y para determinar el carácter antifouling de los recubrimientos de 
PEG, se determina la adsorción de proteínas. Concretamente, se cuantifica la 
adsorción de albúmina mediante fluorescencia.  
 
Figura 47. Adsorción de proteínas en la superficie de las muestras. 
En la figura 47 puede observarse como las muestras recubiertas por PEG tienen 
una intensidad de fluorescencia mucho menor que la muestra control, es decir, se 
ha adsorbido una menor cantidad de proteínas. Esto confirma que el recubrimiento 
mediante los tres tratamientos produce el efecto antofouling deseado.  
Análisis estadístico 
Tabla 10. Análisis comparativo entre la muestra control y los tres 
tratamientos de recubrimiento. 
Tipo de muestra 1 Tipo de muestra 2 P 
Titanio Plasma 0,000 
Titanio Silanizado 0,000 
Titanio Electrodepositado 0,000 
 
Según el análisis estadístico realizado, todas las muestras presentan una adsorción 
de proteínas significativamente menor que el control. 
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Tabla 11. Análisis comparativo de los tres tratamientos de 
recubrimiento entre ellos. 
Tipo de muestra 1 Tipo de muestra 2 P 
Plasma Silanizado 0,056 
Plasma Electrodepositado 0,004* 
Silanizado Electrodepositado 0,015* 
 
La polimerización por plasma y la silanización tienen un carácter antifouling 
parecido, mientras que el tratamiento de electrodeposición presenta una adsorción 
de proteínas estadísticamente mayor. 
4.4.2. Adhesión bacteriana 
Otra forma de evaluar la eficacia de los recubrimientos es mediante el ensayo de 
adhesión bacteriana, con el que se cuantifican el número de Unidades Formadoras 
de Colonias (CFU’s) por unidad de área.  
En el caso de la Figura 48, se muestra la adhesión bacteriana relativa respecto al 
titanio, ya que se han realizado cuatro ensayos por cada cepa y se han agrupado 
sus resultados.  
 
Figura 48. Adhesión bacteriana en la superficie de las muestras. 
Podemos observar como los tres tratamientos provocan la disminución de la 
adhesión bacteriana, siendo esto más notable en la cepa de Streptococcus 
Sanguinis (SS). Este hecho es favorable ya que los SS son colonizadores primarios.  
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Análisis estadístico 
Tabla 12. Análisis comparativo entre la muestra control y los tres 
tratamientos de recubrimiento. 
Tipo de muestra 1 Tipo de muestra 2 P 
Titanio Silanizado 0,026* 
Titanio Electrodepositado 0,000* 
Titanio Electrodepositado 0,001* 
 
Con el nivel de significación considerada, todas las muestras recubiertas con PEG 
presentan una menor adhesión bacteriana que la muestra control. 
Tabla 13. Análisis comparativo de los tres tratamientos de 
recubrimiento entre ellos. 
Tipo de muestra 1 Tipo de muestra 2 P 
Plasma Silanizado 0,054 
Plasma Electrodepositado 0,177 
Silanizado Electrodepositado 0,931 
 
No existen diferencias estadísticamente significativas entre los distintos tipos de 
tratamiento utilizado durante el proyecto. 
4.4.3. Adhesión celular 
El ensayo de adhesión celular proporciona el número de células adheridas a una 
superficie. En este caso se presenta la adhesión relativa respecto al titanio, ya que 
es la única forma de agrupar los resultados obtenidos en la realización de tres 
ensayos.  
 
Figura 49. Adhesión celular en la superficie de las muestras. 
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Una vez observados los resultados que determinan el comportamiento antifouling 
de los recubrimientos, era previsible que se produjera una reducción en la adhesión 
celular (Figura 49).  
Análisis estadístico 
Tabla 14. Análisis comparativo entre la muestra control y los tres 
tratamientos de recubrimiento. 
Tipo de muestra 1 Tipo de muestra 2 P 
Titanio Plasma 0,003* 
Titanio Silanizado 0,001* 
Titanio Electrodepositado 0.099 
 
Tabla 15. Análisis comparativo de los tres tratamientos de recubrimiento 
entre ellos. 
Tipo de muestra 1 Tipo de muestra 2 P 
Plasma Silanizado 0,451 
Plasma Electrodepositado 0,111 
Silanizado Electrodepositado 0,141 
 
Se observan diferencias estadísticamente significativas entre las muestras de 
polimerización por plasma y las silanizadas respecto al control. En el caso de las 
muestras electrodepositadas no hay una diferencia estadísticamente significativa, 
aunque se puede observar que la media es menor. Cuando comparamos los 
distintos tipos de muestras entre ellas se observa que no hay diferencias en la 
adhesión celular con los distintos tipos de tratamiento. 
 
Posteriormente, se analizarán los resultados de adhesión celular obtenidos una vez 
funcionalizados los recubrimientos mediante el péptido RGD.  
4.5. Caracterización biológica de los 
recubrimientos funcionalizados 
4.5.1. Adhesión celular 
La funcionalización de los recubrimientos mediante RGD intenta que se produzca 
un aumento en la adhesión celular. Esto debería producirse debido a que el RGD 
es una secuencia de aminoácidos reconocible por las integrinas celulares.  
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Figura 50. Adhesión celular en los recubrimientos funcionalidazos y no 
funcionalizados. 
En la figura 50 se observa un aumento de adhesión celular en las muestras 
funcionalizadas.   
Análisis estadístico 
Tabla 16. Análisis comparativo entre muestras funcionalizadas con 
RGD y no funcionalizadas. 
Tipo de muestra 1 Tipo de muestra 2 P 
Titanio Titanio-RGD 0,206 
Plasma Plasma-RGD 0,033* 
Silanizado Silanizado-RGD 0,125 
Electrodepositado Electrodepositado-RGD 0,442 
 
Aunque en todos los casos se observa un aumento de la adhesión celular al 
inmovilizar RGD en los distintos recubrimientos, este aumento sólo es 
estadísticamente significativo para las muestras tratadas con plasma. 
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Microscopio electrónico de rastreo (SEM) 
El microscopio electrónico de rastreo, permite observar la adhesión celular sobre 
las muestras analizadas. Debajo de cada imagen se indica el número de aumentos, 
así como otros parámetros.  
 
Figura 51. Adhesión celular sobre una muestra control (titanio pulido).  
 
Figura 52. Adhesión celular sobre una muestra de titanio funcioalizada 
con RGD. 
Si se comparan las figuras 51 y 52, a 500 aumentos, puede observarse cómo en 
el caso de la muestra de titanio, funcionalizada con RGD, las células se encuentran 
más extendidas y mejor adheridas a la superficie.  
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Figura 53. Adhesión celular sobre una muestra polimerizada por 
plasma.  
Puede observarse como el recubrimiento por polimerización (Figura 53) produce 
una reducción en el número de células adheridas a la superficie. Esto es debido a 
la propiedad antifouling del PEG.  
 
Figura 54. Adhesión celular sobre una muestra polimerizada por 
plasma y funcionalizada con RGD. 
En el caso de las imágenes de la muestra polimerizada por plasma y funcionalizada 
(Figura 54), se observan algunas alteraciones producidas en el proceso de fijación 
de las células.   
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Figura 55. Adhesión celular sobre una muestra silanizada. 
Si comparamos las figuras 53 y 55, correspondientes a una muestra polimerizada 
y una muestra silanizada respectivamente, puede observase como el número de 
células es muy similar; coincidiendo con los resultados obtenidos en el ensayo de 
adhesión celular (Punto 4.5.1.)   
 
Figura 56. Detalle de la superficie de una muestra silanizada.  
Además de observarse la adhesión celular, en la figura 56 puede verse como este 
recubrimiento de PEG posee una rugosidad más elevada que los otros, tal y como 
indican los resultados de rugosidad media (Ra) (Punto 4.3.2.). 
Cristina Calvo Muñoz  
 - 64 - 
 
Figura 57. Adhesión celular sobre una muestra silanizada 
funcionalizada con RGD. 
 
Figura 58. Detalle de la superficie de una muestra silanizada. 
Si observamos la imagen a 500 aumentos (Figura 57), parece que se ha producido 
una segmentación del recubrimiento de PEG.  Sin embargo, si se analiza la misma 
imagen pero a 2000 aumentos (Figura 58), se comprueba que este hecho no es 
así, ya que la célula también se encuentra dividida, y por lo tanto, la segmentación 
ha sido producida posteriormente a la fijación de las células.   
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Figura 59. Adhesión celular sobre una muestra electrodepositada.   
En la imagen de la muestra electrodepositada (Figura 59), a 500 aumentos, 
pueden observarse unos puntos más oscuros entre los cuales se adhieren las 
células.  
 
Figura 60. Adhesión celular sobre una muestra electrodepositada y 
funcionalizada con RGD. 
En el caso de la muestra electrodepositada funcionalizada (Figura 60) se observan 
unas líneas longitudinales a 70 aumentos, la causa de las cuales no ha sido 
determinada. No obstante, podría deberse al material utilizado en la fijación de las 
células.    
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Figura 61. Detalle de la superficie de una muestra electrodepositada. 
Si observamos las imágenes de la muestra electrodepositada (Figura 59) a 20000 
aumentos (Figura 61), puede determinarse que los puntos que se habían apreciado 
anteriormente, son zonas en las que hay más acumulación de polímero (PEG).  
4.5.2. Adhesión bacteriana 
Una vez comprobado el efecto positivo del RGD en la adhesión celular, se ha 
determinado si éste tiene alguna influencia sobre la adhesión bacteria. 
 
Figura 62. Adhesión bacteriana en los recubrimientos funcionalidazos 
y no funcionalizados. 
Puede observarse que su aplicación no provoca cambios considerables, que sigan 
un patrón determinado, en los resultados del ensayo. 
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Análisis estadístico 
Tabla 17. Análisis comparativo entre muestras funcionalizadas con 
RGD y no funcionalizadas. 
Tipo de muestra 1 Tipo de muestra 2 P 
Titanio Titanio-RGD 0,255 
Plasma Plasma-RGD 0,263 
Silanizado Silanizado-RGD 0,292 
Electrodepositado Electrodepositado-RGD 0,449 
 
Añadir RGD en los distintos recubrimientos no provoca una respuesta 
estadísticamente distinta en la adhesión bacteriana. 
4.5.3. Ensayo de citotoxicidad 
En este ensayo se comprueba que los recubrimientos y su funcionalización 
mediante RGD no produzcan citotoxicidad celular. Para ello, se evalúa el porcentaje 
de supervivencia de fibroblastos humanos (human foreskin fibroblasts, hFFs). 
Tabla 18. Porcentaje de supervivencia celular por cada dilución. 
Supervivencia (%) 
Titanio Titanio-
RGD 
Plasma-
RGD 
Silanización-
RGD 
Electrodeposición-
RGD 
Dilución 1 69  ±  1 80 ± 14 83 ± 8 73 ± 17 82 ± 15 
Dilución 1:2 94  ±  15 91 ± 11 82 ± 15 60 ± 15 67 ± 10 
Dilución 1:10 117 ± 11 80 ± 11 78 ± 13 59 ± 12 102 ± 19 
Dilución 1:100 108 ± 11 87 ± 11 70 ± 4 79 ± 13 65 ± 6 
Dilución 1:1000 83 ± 15 77 ± 2 91 ± 3 67 ± 8 94 ± 22 
 
Figura 63. Supervivencia celular por cada dilución. 
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Un ensayo con resultados excelentes presentaría un elevado porcentaje de 
supervivencia (próximo al 100%), uniforme en todas las diluciones. Por el 
contrario, el porcentaje obtenido en el ensayo de una sustancia citotóxica 
alcanzaría valores muy bajos para la primera dilución (inferior al 60%) con 
tendencia a aumentar en cada dilución. 
La tabla 18 y la figura 63 indican una supervivencia celular superior al 60% (valor 
a partir del cual se determina que no es una sustancia citotóxica) en todas las 
muestras, exceptuando la dilución 1:10 del tratamiento de silanización. Este caso 
podría ser debido a un error experimental, ya que no obedece al patrón de una 
sustancia citotóxica.  
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CAPÍTULO 5: 
CONCLUSIONES 
Les conclusiones generales que se pueden extraer son las siguientes: 
 Se han obtenido recubrimientos de PEG sobre titanio con las tres técnicas 
estudiadas. 
 Los recubrimientos obtenidos presentan propiedades físico-químicas 
distintas según la técnica utilizada. No obstante, todos ellos presentan un 
carácter antifouling, que reduce en gran medida la adsorción de proteínas. 
 Todos los recubrimientos de PEG poseen un grosor espesor a 10nm, siendo 
el más grueso el obtenido mediante polimerización por plasma y el más fino, 
el de electrodeposición. 
 El ensayo de citotoxicidad ha confirmado que ninguno de los recubrimientos 
presenta carácter citotóxico, siendo viable su uso en aplicaciones 
biomédicas.  
 Todas las muestras recubiertas con PEG presentan una reducción en la 
adhesión bacteriana in vitro. 
 La aplicación de diferentes técnicas de unión del PEG con la superficie del 
titanio no influye de forma estadísticamente significativa en el 
comportamiento celular y antibacteriano.  
 La funcionalización mediante RGD de las superficies recubiertas ha 
permitido aumentar la adhesión celular, que se había visto reducida por las 
propiedades antifouling del PEG.  
 Una vez finalizado el proyecto, y considerando tanto el procesado de la 
superficie como la respuesta biológica conseguida, la técnica del 
recubrimiento por silanización es la que mejor cumple las expectativas.
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PRESUPUESTO 
Los costes económicos que comporta la realización de este proyecto se han 
dividido en: costes asociados a los materiales, costes asociados al uso de equipos 
y costes asociados al personal.  
El salario mínimo digno establecido por el convenio del colectivo de ingenieros 
corresponde a 1.687,02€ con 2 pagas dobles, sumando un total de 23.618,28€ al 
año.  
 
Tabla 19. Costes asociados a los materiales. 
Material Precio 
unitario 
Cantidad Coste  
Barra de titanio grado 2 184,42€/metro 0,5 metros 92,21€  
Pulido    
P600 1,68€/unidad 10 unidades 16,80€ 
P800 2,03€/unidad 10 unidades 20,30€ 
P2500 2,03€/unidad 16 unidades 32,48€ 
P4000 2,03€/unidad 20 unidades 40,60€ 
Paño de terciopelo 3,78€/unidad 4 unidades 15,12€ 
Alúmina 0,05µm 60,00€/bote 1 bote 60,00€ 
Lavados    
Ciclohexano 85,00€/litro 1 litro 42,50 
2-Propanol 42,00€/litro 1 litros 21,00 
Agua destilada 20,00€/litro 3 litros 60,00€ 
Etanol 27,50€/litro 2 litros 55,00€ 
Acetona 20,50€/litro 2 litros 41,00€ 
Resina    
VersoCit 50,45€/kit 1kit 50,45€ 
Pintura de plata 18,00€/bote 1bote 18,00€ 
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Cianocrilato 3,65€/unidad 1unidad 3,65€ 
Electrodeposición    
PEG amina 46,00€/5g 3g 138,00€ 
Cloruro de sodio 120,00€/kg 0,003kg 0,36€ 
Bromuro de potasio 756,00€/kg 0,001kg 0,76€ 
Activación y 
polimerización con 
plasma 
   
Tetraglyme 134,40€/unidad 1 unidad 134,40€ 
Silanización    
PEG MW P3515 70,00€/kg 0,01kg 0,7€ 
Tetracloruro de silicio 1255,00€/litro 0,00016 litros 0,20€ 
Tolueno 61,00€/litro 1,2 litros 73,20€ 
Trietilamina 48,30€/litro 0,00108 litros 0,05€ 
Ensayo celular y 
citotoxicidad 
   
DMEM 43,66€/litro 0,5 litros 21,83€ 
FBS 88,40€/litro 0,025 litros 2,21€ 
Tampon de HEPES 630,00€/litro 0,005 litros 3,15€ 
Antibiótico 6800,00€/litro 0,001 litros 6,80€ 
Piruvato de sodio 103,00€/litro 0,001 litros 0,10€ 
L-glutamat 513,00€/litro 0,001 litros 0,51€ 
Tripsina 69,28€/litro 0,02 litros 1,39€ 
PBS 1,36€/patilla 2 pastillas 2,72€ 
Ensayo adhesión 
bacteriana 
   
S.Sanguinis 117,00€/cepa 1 cepa 117,00€ 
L.Salivarius 49,00€/ cepa 1 cepa 49,00€ 
Medio MRS 186,60€/kg 0,5 kg 93,30€ 
Medio Todd-Hewitt 296,00€/kg 0,5 kg 148,00€ 
Agar 1016,00€/kg 0,25 kg 254,00€ 
Placas de Petri 0,18€/unidad 350 unidades 63,00€ 
Puntas de pipeta 0,01€/unidad 500 unidades 5,00€ 
Cubetas PMMA 0,06€/unidad 20 unidades 1,20€ 
Pocillos 0,51€/unidad 30 unidades 15,30€ 
Falcons 0,84€/unidad 150 unidades 126,00€ 
Ependorffs 0,01€/unidad 480 unidades 4,80€ 
Ensayo proteínas    
Kit FICT 550€/Kit 0,1kit 55,00€ 
  TOTAL 1887,09€ 
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Tabla 20. Costes asociados al uso de equipos. 
Equipo Precio por 
hora 
Tiempo Coste 
Angulo de contacto 30€/h 8h 240,00€ 
Autoclave 30€/h 10h 300,00€ 
Campana de cultivos 15€/h 36h 540,00€ 
Campana de 
microbiología 
10€/h 45h 450,00€ 
Campana de 
silanización 
10€/h 36h 360,00€ 
Equipo de plasma 40€/h 30h 1200,00€ 
Espectrofotómetro 35€/h 2h 70,00€ 
Incubadora 25€/h 200h 5000,00€ 
Microscopio 
interferómetro 
60€/h 3 h 180€ 
Potenciostato 20€/h 10h 200,00€ 
Pulidora automática 10€/h 80h 800,00€ 
SEM 80€/h  1h 10€ 
XPS 100€/h 8h  800€ 
  TOTAL 9160,00€ 
 
Tabla 21. Costes asociados al personal. 
Actividad 
Precio 
por hora 
Tiempo Coste 
Activación y 
polimerización por plasma 
15€/h 30h 450,00€ 
Caracterización biológica 15€/h 93h 1395,00€ 
Caracterización físico-
química 
15€/h 8h 120,00€ 
Electrodeposición 15€/h 10h 150,00€ 
Pulido de las muestras 15€/h 80h 1200,00€ 
Silanización 15€/h 36h 540,00€ 
Técnico SEM 100€/h 1h 100€ 
Técnico XPS 100€/h 8h 800€ 
  TOTAL 4755,00€ 
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Tabla 22. Sumatorio de costes. 
Coste del material 1887,09€ 
Coste de utilización de equipos 9160,00€ 
Coste de personal 4755,00€ 
SUMATORIO TOTAL 15.802,09 € 
 
Tabla 23. Coste total del proyecto. 
Sumatorio total 15.802,09 € 
I.V.A (21%) 3.318,44 € 
COSTE TOTAL 19.120,53 € 
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IMPACTO AMBIENTAL 
Durante la realización de este proyecto se ha tenido en cuenta el impacto 
ambiental y por ello, se ha intentado minimizar en la medida de lo posible.  
La manipulación de productos químicos y biológicos se ha realizado siguiendo las 
normas de seguridad establecidas en los laboratorios, utilizando en todo momento 
las protecciones necesarias como son la bata y los guantes.  
Dichos laboratorios cuentan con un protocolo de gestión de residuos, según el cual 
todos los residuos generados deben almacenarse en envases correctamente 
etiquetados con el nombre de lo que contienen y con su fecha de inicio.   
Los residuos biológicos generados se han esterilizado mediante un autoclave o con 
un baño de lejía.  
En el proceso de limpieza del titanio se utilizan disolventes orgánicos, como el 
etanol y la acetona, los cuales es necesario tratar adecuadamente.   
En el proceso de polimerización por plasma se utiliza el tetraglyme, que como 
substancia orgánica de bajo peso molecular es volátil y puede producir emisiones 
en el entorno. 
Todos los residuos almacenados son recogidos por una empresa externa 
(ECOCAT), que se dedica a gestionar y a tratar dichos residuos de la forma más 
conveniente. 
 
